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RESUMEN
La expresion en sistemas heterologos ha sido una herramienra ampliamente utilizada en
los ultimos anos para 1"1estudio funcional y estructural de proternas. Para la carac-
terizacion de las propiedades bioflsicas de canales, bombas y transportadores en
general su expresi6n en ovocitos de Xenopus laevis, ha sido fundamental. Esre estudio
reporta la expresion de dos canales de potasio volcaje dependientes, Kvl.l y Shaker en
ovocitos de X. laevis usando un prorocolo ajustado a las condiciones de latitud yaltitud
de Bogota para la extraccion, aislamienro. cultivo y microinyecci6n de estas celulas.
Palabras clave: ovociro, Xenopus laevis, voltaje clamp, Kvl.l, Shaker, expresi6n
heter6loga.
ABSTRACT
Heterologous expression has been an important tool for structural and functional
characterization of proteins. The study of biophysical properties of ion channels,
pumps and transporters has been possible thanks to their expression in Xenopus
laevis oocytes. Here we report the expression of two voltage gated channels, Kvl.l
and Shaker, in X. laevis oocytes using a method for oocyte extraction, isolation, cul-
ture, and microinjection adapted to the latitude and altitude conditions of Bogota,
Colombia.
Key words: oocyte, Xenopus laevis, voltage damp, Kvl.1, Shaker, heterologous expression.
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INTRODUCCI6N
Los canales ionicos dependientes de voltaje, son protefnas integrales de membrana a
craves de las cuales se da el transporte selective de iones en respuesta a cam bios en el
voltaje transmembrana. La identiflcacion y caracterizaci6n de canales ionicos en
diferentes sistemas celulares es una herramienta experimental ampliamente utilizada
en escudios de neurobiologia molecular. La capacidad de los ovocitos de la rana
sudafricana Xenopus laevis para traducir eficientemente la informacion generica
inyeccada en su citoplasma (Gurdon et at., 1971) Yde ensamblar e insertar canales
ionicos en su membrana para generar respuestas electrcfisiolcgicas, ha hecho de
estas celulas un modelo aceptado para tal fin (Soreq y Seidman, 1992). Esta recnica
de expresion permite la caracrerizacion de molecules de diffcil estudio en tejidos incac-
cos. ya que estas son expresadas por el ovocito con la acrividad biol6gica caractens-
tica de la molecula nativa (Sumikawa et ai., 1984; Leonard et al., 1987; Perier et al.,
1992). Hasta donde los autores conocen, todos los estudios realizados usando este
modelo se han llevado a cabo a una altitud inferior a 1.320 msnm (promedio de 210
± 291 msnm, n = 42) Yal norte del tr6pica de Cancer. En nuestra experiencia la estan-
darizacion de las condiciones para la aclirnatacion y produccion de ovocitos de X.
laevis fue deterrninante antes de poder usar este modelo para la caracterizacion de
canales ionicos. De cuatro lotes de X. laevis irnportados, uno no sobrevivio al proceso
de aclirnatacion a su Ilegada y la producci6n y viabilidad de ovocitos en las restante,
fue inferior a 10 reportado en la literatura. En estc trabajo se presentan las condicio-
nes experirnentales con las que se logro la estandarizacion de estos procesos y la
expresion de canales de potasio voltaje dependientes en ovocitos de X. laevis en las
condiciones ambientales particulates de Bogota.
MATERIAlES Y METODOS
ExrRACCI6N DE OVOCITOS
Hembras adultas de la especie Xenopus laevis laevis (XENOPUS I, Dexter, Michigan) se
mantuvieron en acuarios con agua declorinada a temperatura ambiente (14-18°C)
Yse alimentaron semanalmente con htgado bovino. Para la extracci6n de ovocitos, las
ranas fueron anestesiadas con MS-222 (acido 3-amino benzoico etil ester) al 0.23%
(Sigma Cat No A5040) a 4°C por 10-15 minutos y sometidas a laparocornra. EIabor-
daje abdominal se realize a craves de una incisi6n paralela al pliegue inguinal de
aproximadamente 1 cm. Se extrajeron 2 ml de lobulos de ovocitos. Despues se sutur6
por pianos y la rana se mantuvo aisJada por un perfodo de 24 horas hasta su recupe-
raci6n de manera optima (Goldin 1992).
CULTIVO DE OVOCITOS
Los 16bulos de ovocitos fueron lavados con soluci6n de Barth sin calcio (Tabla 1) Y
sometidos a separaci6n mecanica con pinzas y qufmica con una soluci6n de protea-
sas compuesta por colagenasa tipo IA (Sigma Cat No C-9891) 1 mg/ml y tripsina
(Sigma Cat No T-7418) 180 ~g/ml, en soluci6n de Barth sin calcio con agitaci6n a 70
rpm, a 22°C. EI tiempo de digestion se evalu6 cualitativamente y se prolongo hasta
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obtener 50% de los ovocitos aislados. Para finalizar el proceso, los ovocitos se lavaron
cinco veces con soluci6n de Barth sin calcio y se dispersaron en una caja de Petri para
su seleccion. Se eligieron ovocitos intacros en estadio V 0 VI. Aproximadamente 50
ovocitos por unidad experimental se incubaron en soluci6n de Barth a 18°C.
Medic de culcivo
Composicion ND96 NFR Barth Barth T Barth 5
NaCi 960 1150 88.00 88.00 88.00
KCI 2.00 2.5 100 1.00 1.00
CaCb.2Hl0 1.80 1.8 0.41 0.41 0.41
NaHCO, 2.40 2.40 2.40
MgCb.6H20 1.00 .
MgS04.7H1O 0.82 0.82 0.82
Ca(NOl)1.4H20 0.33 033 0.33 I~
Hepes 5.00 10.00 20.00 20.00 .0
Tris . 7.50 . I~
Suero fetal bovine (%) 5.00




Tabla 1. Composicion de las soluciones utilizadas. Todas las concentraciones de sales estan expre-
sadas en mM. (
INYECCl6N DE OVOCITOS
Usando una micropipeta de inyecci6n (Drummond Scientific Company) con micro-
pipetas de vidrio (Vertical pipette puller, David Kcpf Instruments; capilares: Custom
Glass, Drummond Scientific Company), se inyecearon 50 nl/ovocito de cRNA a una
concentraci6n de 0.062 ~g!1-J1. Los ovocicos fueron separados en tres grupos
experimentales asr: un control sin inyecci6n, un control negativo inyeetado con agua
HPLC y un control positivo inyecrado con cRNA del canal de potasio Kvl.1 (40~g/~1) ::;>
o Shaker (201-Jg/~1)cuyas caractensticas son ampliamente conocidas (don ados per el
Dr. Walter Stuhmer, Institut Max Planck, Gottingen, Alemania ). Luego de la inyecci6n
los ovocitos se cultivaron en solucion de Barth a 18°C durante 96 horas. La soluci6n
de cultivo se cambi6 diariamente.
REGISTRO ELECTROFISIOL6GICO DE OVOCITOS
Para los registros electrofisiol6gicos los ovocitos se banaron en soluci6n de Barth sin
antibi6tico en una carnara de plasrico y se visualizaron con un estereomicroscopio.
Las corrientes rotales fueron obrenidas usando la recnica de electrofisiologia de voltage
clamp con dos electrodos usando un amplificador (TEV 200, Dagan Corporation). Las
pipetas de registro fueron hechas con capilares para hematocrito, can una soluci6n
de KCI 2 M Ycon resistencias de 0.5-1.0 MI-J.Luego de ubicar los dos electrodos se
midi6 en el modo de corrienre el valor del potencial al cual el flujo neto de cargas fue
igual a cero y al que se denomin6 potencial de reposo (Vm); Posteriormente se regis-
tr6 la celula en la modalidad de voltaje. Se generaron pulsos de voltaje desde un
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potencial sostenido de -80 mV. Las corrienres fueron filtradas a 1 kHz y digitalizadas
a 200 us/punro con una interfase analogo-digital (Digifrata 1200 interface, Axon
Instruments, Foster City, CA). La adquisicion y analisis de datos se realize con los pro-
gramas PCLAMP6 (Axon Instruments, Foster City, CAl YOrigin 7 (Microcal). Los datos
obrenidos se analizaron utilizando la prueba de ANDEVA. Valores de p < 0.05 fueron
considerados significativos.
RESULTADOS Y DISCUSION
EXTRACCI6N Y CULTIVQ DE OVOCITOS
Con el procedimiento descrito en la metodologja, no se lograron las condiciones
necesarias para garantizar que los ovocitos aislados y cultivados tuvieran una super-
vivencia superior a 90% a las 96h. Por 10 tanto algunos pasos fueron modificados
para cumplir este objetivo. tnicialmente Xenopus fueron expuestas al anestesico a 4°C
por un perfodo de 30 minutos, tiempo en el cual se logro una buena anestesia. Se
realize laparotornfa y se extrajeron aproximadameme 2 ml de lobules ovaricos, que
fueron sometidos a separacion mecanica y enzimacica. Los siguientes tratamientos
con proteasas fueron probados:
1. Colagenasa 0.5 mglml + tripsina 90 ~g/ml por 90 minutes
2. Colagenasa 0.5 mg/ml + tripsina 90 ~glml por 120 minutos
3. Colagenasa 1 mg/ml + cripsina 180 ~glml por 90 minutos
4. Colagenasa 1 mg/ml + tripsina 180 ~glml par 120 minutes
5. Colagenasa 1.5 mglml por 45 minutos
Los ovocitos fueron expuestos a estes tratamientos en solucion de Barth sin calcio a
22°C con una agitaci6n de 120 rpm. EI cultivo fue realizado en solucion de Barth +
penicilina estreptomicina (1 OOUjml:l 00 ~glml) a 20°C en la oscuridad. Los ovocitos
fueron observados a las 24, 48, 72 Y96 horas despues del tratarnienco para calcular
su supervivencia y calidad. EI porcentaje de supervivencia fue calculado dra a dra de
manera independiente, incluyendo unicamente ovocitos sin alteraciones morfol6gicas.
La supervivencia de 105 ovocitos tratados con eolagenasa y tripsina a diferences con-
centraeiones y tiempos de exposici6n fue igual 0 menor a 80% a las 96 horas (Tabla 2).
Se encontraron valores simi lares de supervivencia con un tratamiento simplifieando
de colagenasa 1.5 mglml por 45 minutos. Este tratamiento enzimatico fue escogido
para determinar el impacto del medio de cultivo sobre la viabilidad de los ovocitos.
Para esto se usaron cinco soluciones diferemes: ND96, NFR, Barth, Barth con suero
y Barth con Tris. Todos los grupos de ovocitos fueron seguidos durante 24, 48, 72 Y
96 horas. Los valores de supervivencia con la soluci6n ND96 fueron mayores (93%)
que los obtenidos con las otras soluciones (Tabla 2) con un riesgo menor de conta-
minaeion. Inclusion de 0.6% de ovoalbumina (Sigma) en la soluci6n de lavado para
detener el efeeto de la eolagenasa mejor6 la superviveneia a 95%. La aeeion de la albu-
mina puede estar relacionada con la propiedad de seeuestrar moleculas hidrof6bicas,
adem as de servir de blanco para las proteasas, 10 que podrfa estar ejerciendo una
acei6n protectora sobre los ovocitos.
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Traramiento"
Tiempo de supervivencia 1 2 3 4 5
24 horas 96 100 96 100 98
48 horas 100 100 93 96 86
72 horas 72 53 51 64 80
96 horas 80 37 50 0 80
Tabla 2. tmpecto del tracarruenco enzrmanco en la supervrvencra de OVOCICOS. C") Tratamienco COIllO
aparece en la seccion exrraccion y cultivo de ovociros.
INYECCl6N Y REGISTRO DE OVOCITOS
EIrnecodo de inyecci6n inicialmente propuesro aseguraba la cuantificaci6n del volumen
a inyectar, pero la supervivencia de los ovocitos fue pobre. Esta baja eficiencia era resul-
tado del dane mecanico generado por el giro de la micropipeta durance la inyecci6n. EI
rnerodo ahemo, escogido para evitar el dane mecanico a los ovociros, fue inyectar el
ARNm por presion. EIsistema de inyecci6n por presi6n consistio de una micropipeta de
inyecci6n hecha de capilares de borosilicato (Hilgenberg. Cat No. 1408013) conectada
a una manguera de 50 cm de longitud ya una jeringa de 10 ern'. Con la micropipeta
fija a un micromanipulador se inyectaron los ovocitos (StUhmer, comunicaci6n perso-
nal). Con este metodo se inyectaron aproximadamence 100 nl de cRNA de los canales
a expresar obreniendose una supervivencia satisfactoria y buen porcenra]e de expresi6n
(9 de cada 10 ovocitos). Todos los grupos de ovocicos fueron registrados con el sistema








-100 0 100 zo
Potencial (mV)
Figura 1. Impacto de la inyecci6n en las corrientes basales de ovocitos de X. iaevis. A. Registro de las
corrienres de base de un ovocico no inyectado. B. Registro de las corrienres de base de un ovocito
inyeccado con agua. C. Curvas I-V de los regiscros most-ados en A (crrculos} y en B (cuadros).
Inicialrnente se midieron los porenciales de reposo de los ovociros en modo de corriente.
EI potencial de reposo (Vm), una medida de la permeabilidad de la membrana, fue de
-27 ± 3.9 (n = 17) y-273 ± 5.3 mV(n = 13) para ovocicos no inyectados e inyecrados
con agua, respectivamenre. EIVm no fue diferente entre estos dos grupos (p = 0.24) Y
esros valores fueron similares a los reportados en la fiteracura. Estos resultados de Vm
indican que la permeabilidad basal del ovociro no se alrera par la inyecei6n. Los avo-
citos inyectados can eARN de Kvl.l ruvieron un Vm de -51.7 ± 6.7 mV (n = 9) yeste
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valor fue significativamenre diferente del control de inyeccion (p = 0.0001). Esta diferen-
cia fue el resultado de la acrividad del canal expresado y coincide can la evidencia en-
contrada por otros aucores. Una vez medido el Vm, los dernas registros se hicieron en el
modo de voltaje. Las corrientes de los ovociros no inyecrados (255.0 ± 53.4 nA) no
fueron significarivamente diferentes (p = 0.24) de los controles de inyeccion (216.2 ±
71.0 nA, Fig. 1), 10 que indica que ni el proceso de inyeccion ni el volumen inyecrado
afectan las corrienres endogenas del ovocito. En contraste pulsos de voltaje despolari-
zantes generan corrientes de salida en ovocitos inyectados con ARNm de Kvl.l y Shaker.
Kvl.l es un canal cuya amplitud de corrienre aumenta can potenciales despolarizantes

















Figura 2. Expresion de canales KVl.l en ovocitos de x. laevis. A. Corrientes a las 48 horas de expresion
de un ovociro inyecrado con ARNm del canal de potasio KV1.1. Pulsos desde -100 a 150 mv, (incre-
mento 20 mV). Vh - -80mV. B. Curva t-v- para A, con ajuste y calculo de conducrancia. C. Experi-
mentos de dos pulsos. Vh - -80 mV. Los pulses de prueba fueron de 50 mVy el tiempo interpulsos se
incremento en 3 ms para cad a trazo. La amplitud de inrerpulso fue -120 mV. fs - 40 kHz, fc - 5kHz.
D. Corrientes de .un ovocito inyectado con ARNm de KV1.1 antes y luego de la aplicacion de 5mM 4
aminopiridina en el barto.
Para verificar de manera cualitativa los canales expresados, se ensayc un protocolo de
dos pulsos en donde un pulso despolarizante previo, genera una disminucion en el
tiempo de activacion de la corriente. Este fenomeno se debe a que los canales como
Kvl.l y Shaker presentan multiples estados cerrados (no conducrores), 10 que tiene
como consecuencia que, ante una despolarizaci6n, los estados cerrados deban ser
superados previa apertura del canal. EI retorno a un potencial hiperpolarizante genera
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el cierre del canal y la secuencia de esrados cerrados es recorrida en sentido contra-
rio. Si un segundo pulse despolarizante es apl.cado rapidamente, los canales estaran
transitando entre los diferentes escados cerrados previos a la apertura del canal, el
numero de estados cerrados a pasar sera menor, y se abriran mas rapido como se ob-
serva en la Figura 2C. Para complementar estos hallazgos. esre canal fue sometido a
la accion de 4-amino piridina (4AP), un bloqueador de canales de pocasio. Luego de
un minute de la adicion de 5 mM 4AP, la corriente de porasio disminuye 85% (Fig.
20) Ycon ellavado del inhibidor la comente se recupera hasta un 50% del valor inicia!
(datos no incluidos). Por su parte, Shaker es un canal de porasio voltaje dependiente
que se inactiva rapidamente. En la Figura 3 se muestran los regiscros de corriente a
diferentes potenciales. Como se puede observar, a rnedida que e! potencial trans-
membrana es mas despolarizado se incrementa tanto la velocidad de act.vacion de la
corriente como la magnitud de la misma (Fig. 3A). EI incremento de la corrieote es
debido al incremento de la conductancia de la membrana (Fig. 3B) cuya curva IV se
ajusta a una funci6n de Boltzman modificada. Para estes registros la conductancia
maxima fue 793 ± 22 nS.
I total (nA)
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Figura 3. Expresion de canales Shaker en ovocitos de X./aevis. A. Corriences a las 48 horas de expresion
de un ovocico inyeccado con cRNA del canal de potasio Shaker. Vh= -80mV. Pulsos desde -120 a 60
mV(incremento 15 mY). Frecuencia de rnuestreo (fs)~50 kHz. Frecuencia de filtrado (fc)- 10kHz.
B. Curva IV de las corrienres de ovocicos inyeccados con ARNm de Shaker. La linea eorresponde al
ajuste Vh = -80 mY. C. Curvas de recuperacion de la actividac versus duracion del interpulso.
Experimentos de dos pulsos. Vh ~ -80 mY. Los pulsos de prueba fueron de 50 mV y el tiempo inter-
pulsos se incremento en 15 ms para cada trazo. La amplitud de interpulso fue C) -60 mY, (0) -120
mV y (_) -150 mY. fs = 10kHz, fe = 2 kHz.
Para verificar, de manera cualitativa, la calidad de los canales expresados, un pro-
tocolo de cambies de potencial (protocolo de pulsos) de dos pulsos fue utilizado. A
partir de un potencial de mantenimiento (Vh), tfpicamente a -80 mV, se da un primer
pulse de potencial a 50 mV, se retorna a un potencial hiperpolarizante (por debajo
del potencial de reposo del ovocito) por un tiempo variable, y finalmente se da el
segundo pulse de potencial a 50 mV. Este protocolo permite ensayar la recuperaci6n
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de la corriente una vez ocurrida la inactivacion. En la figura 3C se muestran trece
registros con inrerpulsos de -120 mVy duracion desde 0 a 180 ms (incremento 15 ms).
Como se puede observar, a medida que aumenta el riernpo de duracion del intervale
de tiempo, mayor es la recuperaci6n de la actividad de los canales. EI primer pulso
tiene una duracion de 80 ms que es 20 veces el tiempo medio de la inactivacion (4.06
± 0.025 ms, a 50 mY, dato obtenido por ajuste a una exponencial). Usando este
enteric, se asume que la corriente esta completamente inactivada al final del pulso.
Estes experimentos se repitieron para otras amplitudes del interpulso y se encontro
que la actividad se recuperaba mas rapidamente si el interpulso era mas hiperpolari-
zado. Para un imerpulso de -120 mV de amplitud, el tiempo medio de recuperaci6n
de la actividad fue 34.74 ± 1.45 ms, mientras que para interpulsos de -150 Y60 mV,
los tiempos medias de recuperacion fueron 30.85 ± 1.72 ms y 90.86 ± 3.136 ms,
respectivamenre (fig. 3D). Los resultados presentados muestran que los canales Kvl.l
y Shaker fueron expresados satisfactoriamente en ovocitos de Xenopuslaevis rnostrando
las propiedades funcionales rfpicas para estas molecules. Para esto se requirio de
modifrcaciones en los procedimientos para la extraccion. cultivo y rnicroinyeccicn de
ovocitos de Xenopuslaevis en las condiciones de latitud y altitud de Bogota. A la altura
de Bogota la presion de oxrgeno es menor que a nivel del mar. En otros anfibios (Hou
y Huang 1999), se ha reportado disminucion en el consumo de oxrgeno, ventilacion
pulmonar, fi-ecuencia cardiaca, volumen corporal, nurnero de eritrocitos y hernato-
c-ite al ser expuestos a hipoxia. Estes ca mbios pueden asociarse adernas a alreracio-
nes en la espermarogenesis como ha sido descrito para Bufo melanostictus (Biswas et al.,
1985). En este estudio no se evaluaron estas variables pero sugerimos que alceracio-
nes similares en ovocitos de X. laevis pueden explicar la baja calidad y las dificultades
para mantener y registrar escas celulas. Sin embargo, nuestros resultados muestran
que es posible aislar, cultivar y expresar canales ionicos en forma confiable en ovo-
cites de x. laevis a 2.650 m.S.n.m.
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